Eh E ^K JR Acta Entomologica Sinica, November 2016, 59(11): 1189 -1198 doi : 10. 16380/j. kexb. 2016. 11. 006 








h Sz dS nAChR o9 亚 基 基因 的 鉴定 
及 其 时 空 表 达 


， 杨 文 佳 ”, 许 抗 抗 “， 王 进军 


(1. 西南 大 学 植物 保护 学 院 , 昆虫 学 及 害虫 控制 工程 重庆 市 市 级 重点 实验 室 , 重庆 400716; 
2. 贵阳 学 院 生物 与 环境 工程 学 院 , 贵阳 550005) 














ah 























摘要 :【 E 45 ] 464 XE 9€, Bactrocera dorsalis 是 世界 性 分 布 的 危害 果蔬 的 重要 检疫 性 农业 定 忠 ,目前 
已 对 包括 新 烟 碱 类 在 内 的 多 种 杀 忠 剂 产 生 了 抗 性 。 本 研究 在 克隆 鉴定 橘 小 实 蝇 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 
体 (nAChR)a9 亚 基 基因 cDNA 的 基础 上 ,对 其 分 子 特性 和 系统 发 育 进行 生物 信息 学 分 析 , 并 检测 
了 该 基因 在 权 小 实 蝇 不 同 发 育 阶 段 及 成 虫 不同 组 织 中 的 表达 模式 ,为 进一步 研究 其 潜在 功能 及 在 
抗 药性 中 的 作用 商定 基础 。【 方 法 】 通 过 高 通 量 测 序 技术 对 橘 小 实 晶 进 行 转录 组 测序 ,对 高 质量 序 
列 拼 接 组 装 、 基因 鉴定 及 同 源 性 比 对 分 析 , 预测 橘 小 实 晶 烟 碱 型 采用 RT- 
PCR 和 RACE(rapid-amplification of cDNA ends) 技术 克隆 该 基因 的 cDNA 全 长 序列 ,利用 生物 信息 
学 分 析 软 件 分 析 其 基本 生物 信息 ;以 a-tubulin 为 内 参 基因 ,利用 qPCR 研究 该 基因 mRNA 在 橘 小 实 
蝇 不 同 发 育 阶 段 及 成 虫 头 、 胸 、 腹 等 组 织 中 的 表达 模式 。[【 结果】 根据 预测 的 基因 序列 ,设计 特异 性 
引物 进行 RACE 扩 增 ,从 橘 小 实 曲 中 克隆 获得 一 条 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 基 因 的 全 长 序列 ,cDNA 全 
长 1486 bp, 完 整 开放 阅读 框 1281 bp ,编码 426 个 氨基 酸 ,推测 其 蛋白 质 分 子 量 为 49.1 kD ,理论 等 
电 点 6.56。 该 基因 经 序列 比 对 命名 为 Bda9 , GenBank 登录 号 为 JQ178254。 和 氨基 酸 同 源 性 及 系统 
进化 树 分 析 显示 ,该 基因 的 编码 蛋白 具有 mnAChR a 亚 基 的 典型 特征 ,并 与 Aga9 和 DmB3 聚 类 在 一 
起 ,与 其 他 昆虫 nAChR a9 亚 基 具有 22% ~27% 的 氨基 酸 序列 一 致 性 。qPCR 结果 表明 ,Bda9 
mRNA 在 橘 小 实 蝇 整 个 发 育 阶 段 均 有 表达 ,成 虫 期 的 表达 量 显著 高 于 卵 .2 龄 幼虫 .3 A & Fo Hh 
期 ;Bda9 在 桶 小 实 昭 成 虫 头 部 中 表达 量 最 高 , 且 显 著 高 于 胸部 和 腹部 中 的 表达 量 。【 结 论 ] 鉴定 了 
橘 小 实 晶 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 基 因 Bda9 ,明确 了 该 基因 在 桶 小 实 曲 不 同 发 育 阶 段 及 成 求 不 同 组 织 
中 的 表达 模式 。 根 据 qPCR 的 结果 ,推测 Bda9 可 能 在 橘 小 实 昭 成 虫 期 具有 重要 功能 。 
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Abstract: [ Aim] The oriental fruit fly, Bactrocera dorsalis, is an important worldwide quarantine pest 


that damages many fruits and vegetables and has developed resistance to many insecticide classes including 
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neonicotinoids. In this study, based on the identification of the cDNA of nicotinic acetylcholine receptor 
o9 subunit gene in B. dorsalis, we analyzed its molecular characterization and polygenetic relationship, 
and detected its expression pattern in different developmental stages and adult tissues of B. dorsalis, 
which will lay the foundation for further understanding the potential function properties and the role of 
Bdo9 in insecticide resistance in B. dorsalis. [ Methods] Based on the transcriptome data of B. dorsalis 
by next-generation sequencing, nicotinic acetylcholine receptor gene sequence was successfully screened , 
assembled and identified by homologous blast. The full-length cDNA sequence was cloned by using RT- 
PCR and RACE technology, and bioinformatics analysis software package was used to predict its general 
biological information. Quantitative real-time polymerase chain reaction was used to investigate the 
expression profiles of this gene in different developmental stages of the fly and the head, thorax and 
abdomen of adult B. dorsalis. [ Results] The nicotinic acetylcholine receptor a9 subunit gene was cloned 
from B. dorsalis by specific primers designed based on the predicted gene sequence. The full-length 
cDNA contains 1 486 bp with 1 281 bp of open reading frame encoding 426 amino acids with a predicted 
molecular weight of 49. 1 kD and an isoelectric point of 6. 56. The gene was named Bda9 with the 
GenBank accession number of JQ178254. The amino acid sequence homology and phylogenetic tree 
analysis indicated that Bdo9 possesses the typical characteristics of nAChR o subunit, clusters together 
with Aga9 and DmB3 and shares 22% — 27% amino acid sequence identity with nAChR a9 subunits 
from other insects. The qPCR results showed that Bda9 was expressed in all developmental stages of B. 
dorsalis. The relative expression level of Bda9 in the adult was significantly higher than those in the egg, 
the 2nd instar larva, the 3rd instar larva and the pupa. The expression level of Bda9 in adult head was 
the highest and significantly higher than those in adult thorax and abdomen. [Conclusion] The nicotinic 
acetylcholine receptor gene, Bda9, was identified, and its expression profiles in different developmental 
stages and adult tissues of B. dorsalis were examined, with the highest expression level in adults and the 
adult head, respectively, implying that it may play a critical role in the central nervous system of adult. 
Key words: Bactrocera dorsalis; nicotinic acetylcholine receptor; gene cloning; sequence analysis; 


expression profile; qPCR 








两 类 杀 虫 剂 的 抗 性 机 制 并 制定 科学 防 控 橘 小 实 





橘 小 实 晶 Bactrocera dorsalis 是 一 种 世界 性 分 布 


晶 的 


的 危害 果蔬 的 实 量 科 (Tephritidae ) 重要 农业 害虫， 
已 被 多 个 国家 列 为 检疫 对 象 。 橘 小 实 蝇 可 危害 46 
科 250 ZAK AR Al M HL) Rl) BER SZ P^ Bp, Bp 
在 果肉 中 孵化 主要 通过 幼虫 取 食 为 害 , 大 大 降低 了 
果品 的 市 场 价值 ,给 农业 生产 带 来 巨大 的 经 济 损失 
( Follett and Neven, 2006; Hsu et al., 2015) 。 橘 小 
实 晶 的 防 控 一 直 以 化 学 防治 为 主 ,主要 杀 虫 剂 包括 
有 机 磷 类 、 氮 基 甲 酸 酯 类 、 拟 除虫菊 酯 类 等 传统 杀 
剂 。 由 于 化 学 农药 的 不 合理 使 用 ,导致 田间 橘 小 实 
蝇 对 多 种 杀 虫 剂 产生 了 不 同 程度 的 抗 性 ( 章 玉 苹 
等 , 2007; Jin et al., 2011)。 随 着 新 型 及 生物 源 农 
药 的 商品 化 ,这 些 药剂 逐渐 用 于 橘 小 实 晶 的 田间 防 
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方案 具有 重要 的 指导 意义 。 

nAChR 是 昆虫 中 枢 神 经 系统 中 介 导 胆 碱 能 突 
触 传 递 的 重要 神经 递 质 门 探 离子 通道 ( Matsuda et 
al., 2001) , 属 半 胱 氨 酸 环 类 配 基 门 控 离子 通道 
( Cys-loop ligand-gated ion channel, LGIC) 超 家 族 成 
员 。 昆 虫 nAChR 由 5 个 亚 基 组 成 ,每 个 亚 基 包含 一 
个 胞 外 配 基 结合 域 及 由 4 个 监 膜 区 构成 的 离子 孔洞 
结构 域 ,构成 ACh 结合 腔 的 重要 氨基 酸 残 基 形 成 的 
6 个 环 (Loop A -下 ) 中 ,根据 Loop C. 上 有 无 两 个 相 
邻 的 半 胱 氨 酸 分 为 a、 非 a(B) 亚 基 ( Lester et al., 
2004; Grutter et al., 2005) 。 

目前 , 随 着 高 通 量 测序 技术 的 发 展 ,已 鉴定 的 昆 



























































控 , 如 大 环 内 酯 类 杀 虫 剂 (多 杀菌 系 ) 、 新 烟 碱 类 杀 

















Ht nAChRs 亚 基 的 数量 不 断 增加 ,如 :冈比亚 按 蚊 























虫 剂 ( 吡虫啉 ) 等。 因此 ,对 这 两 类 杀 虫 剂 的 作用 加 
标 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 (nicotinic acetylcholine 
receptor, nAChR) 进行 研究 ou] T PRU fe] SCORE X 




















Anopheles gambiae 中 鉴定 出 10 个 (Jones et al., 
2005) ;西方 蜜蜂 Apis mellifera 11 ^ ( Jones et al., 
2006); X # Bombyx mori, a W EB Tribolium 
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castaneum ( Jones and Sattelle, 2007; Shao et al., 
2007) TH 3E R 3E IR Cydia pomonella ( Martin and 
Garezynski, 2016) 中 各 12 ^; TE We du GE & h i 
Nasonia vitripennis 中 16 4+ ( Jones et al., 2010), xt 
昆虫 nAChR 的 研究 报道 集中 在 不 同 亚 基 在 抗 药性 
形成 中 的 作用 。 褐 飞 恒 Nilaparvata lugens nAChR 
Nlal 和 Nlo3 EAE Y151S 突变 导致 其 对 吡虫啉 的 靶 
标 抗 性 ,与 其 他 新 烟 碱 类 药剂 也 产生 了 交互 抗 性 
(Liu et al., 2005, 2006 ) 。 E Rie Drosophila 
melanogaster /N IR Plutella xylostella 、 橘 小 实 晶 和 
Pkt Frankliniella occidentalis nAChR a6 亚 基 的 
敲 除 、 截 短 及 氨基 酸 取代 分 别 参与 其 对 多 杀菌 素 的 
抗 性 形成 (Perry et al., 2007; Baxter et al., 2010; 
Rinkevich et al., 2010; Hsu et al., 2012; Puinean et 
al., 2013), 5378 W R ji 38 AWE Musca domestica 
nAChR Mda5 5j MdB3 K pe 4E HH nAChR a6 KE 
与 其 对 多 杀菌 素 的 抗 性 (Gao et al., 2007; Hou et 
al., 2014) 。 此 外 , 桃 是 Myzus persicae IB Aphis 
gossypii nAChR B1 亚 基 R81T 突变 与 其 对 吡虫啉 的 
抗 性 相关 (Bass et al., 2011; Shi et al., 2012), 3X 
些 研究 表明 , nAChR 亚 基 的 多 样 性 在 不 同 昆 虫 对 药 
剂 的 抗 性 中 的 作用 存在 差异 。 有 关 nAChR 在 橘 小 
实 蝇 中 的 研究 仅 限于 a6 和 B3 亚 基 , 仍 未 见 对 该 受 
体 其 他 亚 基 的 相关 报道 。 

本 研究 以 转录 组 测序 获得 的 nAChR 的 序列 为 
基础 ,应 用 RACE 技术 获得 其 全 长 cDNA 序列 ,经 分 
析 鉴 定 为 nAChR a9 亚 基 , 利 用 qPCR 技术 检测 了 
Bdo9 在 橘 小 实 蝇 不 同 发 育 阶段 和 成 虫 不 同体 段 的 
表达 模式 ,为 深入 研究 nAChR 在 橘 小 实 蝇 抗 药性 形 
成 中 的 作用 莫 定 了 基础 。 





















































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

ftii SC F 2007 年 采 自 福建 省 福州 市 ,在 
实验 室 人 工 气候 箱 内 以 人 工 饲 料 饲养 ,饲养 条 件 为 
温度 27 +1% 、 相 对 湿度 70% +5% 、 光 周期 14L: 10D。 
成 虫 置 于 30 cm x30 cm x40 cm 的 笼 中 饲养 ,液体 
饲料 主要 成 分 为 酵母 粉 (40 g) 白糖 (60 g), W1 L 
水 煮沸 , 待 温度 降 至 50Y 左右 加 入 蜂蜜 (16 mL) 和 
维生素 C(1 g), RO), B t Ac UU TEEN TA EU 
ERER RARE N, p] S SERE FE EE y 
为 琼脂 (18 g) 、 玉 米粉 (180 g) ZEE CTS g) .酵母 
粉 (60 g) 白糖 (60 g) 和 滤纸 (3 GK) ,加 适量 水 者 至 


























粘 稠 , 待 温度 降 至 50% 左右 时 加 入 山梨 酸 (2.1 g)、 
尼 泊 金 甲 酯 (4.2 g) 、 亚 油 酸 (1 mL) 和 维生素 C(3 
g) 。 孵 化 后 的 幼虫 在 培养 下 中 以 固体 饲料 饲养 , 待 
发 育 至 3 龄 后 让 其 跳 人 沙盘 中 化 师 。 每 隔 一 定时 间 
将 晴 科 出 置 于 带 土 的 封口 塑料 杯 内 , 竺 其 羽化 后 再 
放 入 养 虫 笼 中 饲养 。 
1.2 主要 试剂 

Trizol 试剂 (Trizol Reagent, 北京 博 迈 德 公 司 ; 
DNA 胶 回 收 试剂 盒 ( Gel Extraction Mini Kit， 上 海 华 
TEE VI TEUS IRA 8] ) ; RACE 1358] £x (SMARTer™ 
RACE cDNA Amplification Kit, Clontech) ; 反 转 录 试 
KJA ( PrimeScript"" 1st Strand cDNA Synthesis Kit, 
TaKaRa) ; DNase 和 Tad 酶 (TaKaRa) ;载体 (pGEM-T 
Easy, Promega) ;感受 态 细胞 T1 (北京 全 式 金 生物 技 
术 有 限 公 司 ) ;实时 定量 PCR 试剂 (GoTaq® qPCR 
Master Mix, Promega) 。 
1.3 总 RNA 的 提取 及 第 一 链 cDNA 合成 

按照 Trizol 试剂 盒 说 明 书 ,分 别 选 取 卵 .1 龄 幼 
虫 2 龄 幼虫 .3 龄 幼虫 . 晴 、 成 里 及 成 虫 头 、 胸 、 腹 部 
于 成 有 液 氮 的 研 钵 中 快速 充分 研磨 至 干粉 状 ,随后 
加 入 2.5 mL Trizol 试剂 继续 研磨 。 取 1 mL 研磨 液 
转 入 DEPC 处 理 的 1.5 mL 离心 管 中 , 按 试剂 盒 说 明 
书 进行 后 续 操 作 。 对 提取 的 RNA 进行 琼脂 糖 凝 胶 
电泳, 检测 其 完整 性 。 选 取 OD:oZOD2 和 ODze/ 
0D2 值 在 1.8 ~2.2 的 RNA 样品 保存 于 一 80%C 冰 
箱 备用 。 

提取 的 总 RNA 用 DNase 去 除 基因 组 DNA 后 ， 
分 别 按 PrimeScript™ 1 st Strand cDNA Synthesis Kit 和 
SMARTer™ RACE cDNA Amplification Kit 试剂 盒 说 
明 书 合成 相关 第 一 链 cDNA ,于 - 20°C 保存 备用 。 
1.4 引物 设计 与 合成 

根据 本 实验 室 测 得 的 橘 小 实 晶 转 录 组 数据 库 中 
有 关 nAChR 基因 片段 信息 ,设计 特异 性 引物 ( Bd-F 
和 Bd-R ) 进行 PCR 扩 增 ,获得 橘 小 实 晶 nAChR 
cDNA 片段 。 根 据 所 获得 的 cDNA 序列 设计 梨 式 引 
物 ( 表 1) 与 试剂 盒 提供 的 接头 引物 分 别 进 行 3' 端 和 
5 端 扩 增 。 将 3" 及 5 端 扩 增 结果 与 已 有 片段 进行 拼 
接 , 并 据 此 设计 全 长 验证 引物 (Bd-full-F 和 Bd-full- 
R) HFID Bda) 基因 开放 阅读 框 的 扩 增 , 引 
物 合成 由 上 海 英 俊生 物 技 术 有 限 公司 完成 。 
1.5 基因 克隆 

以 1.3 市 中 合成 的 cDNA 为 模板 ,利用 特异 性 
引物 Bd-F、Bd-R 扩 增 Bda9 基因 片段 。25 uL PCR 
反应 体系 :cDNA 模板 1 pL、10 x PCR buffer 2.5 uL, 























































































































1192 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


59 卷 





表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in the study 


用 途 
Purpose 





引物 名 称 引物 序列 (5' -3') 
Primer name Primer sequence 
Bd-F ACTACAGAATCAAAATTTTACT 
Bd-R GTCACCTTATATTTCATACTCG 
Bd-Race-R1 CCATCATAAGTCCACGAACCGAGA 
Bd-Race-R2 CGCCAAAGCACATTCAAAAGTCCC 
Bd-Race-F 1 GGGTGCCACACTTAGAGGTTTA 
Bd-Race-F2 GGCACCGTCATATTGGCACACA 
Bd-full-F GCACTATGAAGTGTCTGAAATT 
Bd-full-R TGGTTAAACGAAACAAACAGT 
qBd-F1 TGCGCCCGATAAGTTTCTAC 
qBd-R1 GCTGTCATTGGGGTTCGTAT 
qBd-F2 CGCATTCATGGTTGATAACG 
qBd-R2 GGGCACCAAGTTAGTCTGGA 


MgCl, (25 mmol/L) 2.5 uL, dNTP Mixture (各 2.5 
mmol/L) 2 uL. Taq 酶 (5 U/uL)0.2 uL, E. F 7f] 
物 (20 pmol/L) 4& 1 pl, RG ddH,O 补足 25 uL. 
PCR 扩 增 条 件 :94% 预 变 性 3 min; 然后 94% 变性 30 
s,55'C3B K 30 s,72°C 延伸 1 min, 共 34 个 循环 ;最 
Jn 72°C 延伸 10 min, 

以 1.3 节 中 合成 的 RACE cDNA 为 模板 ,利用 
特异 性 引物 ( 表 1) 与 试剂 盒 提 供 的 接头 通用 引物 
(CUPM NUP) 进行 3 和 5 "端的 梨 式 PCR 扩 增 ,反应 
体系 与 片段 扩 增 体系 相同 。PCR 反应 条 件 :94Y Ti 
变性 3 min; 然 后 94% 变性 30 s,55 ~58% 退火 30 s, 
72°C 延伸 1 min, 共 35 个 循环 ;最 后 727C 延伸 
10 min。 

扩 增 产物 用 1% 琼脂 糖 凝 胺 电泳 检测 ,回收 目 
的 片段 。 回 收 的 扩 增 片段 及 RACE 产物 连接 到 
pGEM-T Easy 载体 (按照 说 明 书 操作 ) ,再 转化 到 感 
受 态 大 肠 杆 菌 DHT1 rp, Ze Epi. 随机 挑 取 
多 个 白色 菌落 扩大 培养 ,选取 PCR 鉴定 呈 阳 性 的 克 
隆 送 至 上 海 英 骏 生物 技术 有 限 公司 测序 。 

1.6 序列 分 析 

采用 Vector NTI 11.5 软件 包 (Invitrogen，USA ) 
中 ContigExpress 对 测序 结果 进行 编辑 和 分 析 , 序 列 
多 重 比 对 利用 DNAMAN 6. 03 ( Lynnon Biosoft, 
USA)。 采 用 ExPAsy Proteomics Server (http://en. 
expasy. org/tools/pi_tool. html) 预测 推导 的 蛋白 质 的 
理化 性 质 。 用 SignalP 4. 1 4k fF (http://www. cbs. 
dtu. dk/services/SignalP/ ) 进行 信号 肽 预测 , 跨 膜 结 
构 域 的 预测 利用 TMHMM 2. 0 (http://www. cbs. 
dtu. dk/services/TMHMM-2. 0/)。 利 用 MEGA 6. 0 
软件 中 的 邻接 法 (Neighbor-joining ) 法 构建 系统 发 育 
树 , 各 分 支 均 进 行 1 000 次 的 重复 检验 。 









































Bdo9 cDNA 片段 扩 增 
Amplification of Bda9 cDNA fragment 


5’ RACE 


3’ RACE 


Bdo9 ORF 扩 增 
Amplification of Bda9 cDNA ORF 
Bdo9 实时 定量 PCR 
Quantitative real-time PCR of Bda9 
参 比 基因 a-tubulin 实时 定量 PCR 


Quantitative real-time PCR of the reference gene a-tubulin 

















1.7 hki Bdo9 mRNA 表达 模式 分 析 

根据 已 发 表 的 有 关 橘 小 实 蝇 内 参 基 因 稳 定性 评 
fh FE ( Shen et al., 2010) ,选取 a-tubulin 作为 
qPCR 检测 的 内 参 基因 。 采 用 实时 定量 PCR 方法 测 
定 橘 小 实 蝇 Bda9 基因 在 不 同 发 育 阶段 及 成 虫 不 同 
组 织 中 的 相对 表达 量 。qPCR 所 用 引物 的 信息 见 表 
1, qPCR 反应 体系 为 20 pL: cDNA 模板 1 pL, 
GoTaq® qPCR Master Mix 10 uL, ddH;O 7 pL. 10 
pmol/L AY E FS WE 1 pL, PCR 扩 增 条 件 : 
95°C 预 变 性 2 min; 然 后 95% 变性 30 s 60°C 退火 30 
s, 共 循环 40 次 ;每 组 试验 重复 3 次 。Bda9 和 a- 
tubulin 扩 增 效率 分 别 为 93.6% 和 104. 8%, HK FA 
2 方法 计算 不 同 发 育 阶 段 及 组 织 中 的 基因 相对 
表达 量 ( Pfaffl, 2001) 。 
1.8 数据 分 析 

采用 SPSS 23.0 软件 对 基因 表达 水 平 进行 差异 
显著 性 分 析 (P <0.05)。 





2 结果 


2.1 Z Bdo9 的 全 长 序列 分 析 

基于 橘 小 实 蝇 转 录 组 数据 选取 1 条 烟 碱 型 乙酰 
胆 碱 受 体 基因 片段 ,通过 RT-PCR 和 RACE 扩 增 分 
别 获得 中 间 、3' 及 5' 端 的 片段 序列 ,经 序列 拼接 及 全 
长 cDNA 序列 验证 ,最 终 获 得 橘 小 实 晶 nAChR 亚 基 
基因 cDNA 全 长 序列 (图 1) 。 序 列 全 长 为 1 486 bp, 
其 中 3" 及 3 ' 端 非 编码 区 分 别 为 69 和 136 bp ,开放 阅 
读 框 长 度 为 1 281 bp ,编码 426 个 氨基 酸 , 其 中 
SignalP 预测 的 信号 肽 由 28 个 氨基 酸 构 成 ,预测 的 
分 子 量 为 49. 1 kD ,理论 等 电 点 pl 为 6.56。 
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x ER AE. f SEHR nAChR o9 亚 基 基 因 的 鉴定 及 其 时 空 表达 
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181 


271 


361 


451 


541 


631 


721 


811 


901 


991 


1081 


1171 


1261 


1351 
1441 





ACATGGGGAGTTGATTTTGAAGTGCAAACGAGTAAGTGACTTTTCCAATTGCGGCGTCTCAGCAGCACTATGAAGTGTCTGAAATTCGCA 
M KC L K FA 


TCGTGGTCTGCGTTGAGCAGCTTTTATTTAATTCTATTTTCAATTGTAATCACTACAGAATCAAAATTTTACTCCGCATCTGTGGCACGT 
S ws AL S SF YLIILFISIIVITTE S t F YS AS VAR 


CAATCGCTCATCACTGATTTGTTCGTTAATTACAATGCACTCGTTAAGCCCACCGGAGAGGGTCAACGCATTGATGTGCATACAAACTTA 
QS LI TD LF VN YY NAL VK PT GE GQ RI DV HTN OL 


GTGTTAGAACATTTTGACTTTCGAGAGTCGGATGGATCAGTTCATT TTGTGGGACTT TTGAATGTGCTTTGGCAAGATCCCAAATTAGGT 
V L E H F DF R ES DGS V HF V G L L NV L WQDP KL G 


TGGAACCCGCGCGATTACAATAATCTAACTCGCATACCAGTACGICAAAAATTGATTTGGGTGCCAGACTTAGAGGTTTACAATAATGCG 
WN P R D vy N[(u 5 yz] R z P v R OK L 19WVPDLESVIYSNINÁA 


CCCGATAAGTTTCTACGAATGCACCATCACGGCACCGTCATATTGGCACACACTGGCATGGTACTCTGTAGCGATAACGTTGATATGAAT 
P D-K F L RM HH HG TV ILAH T GM VLCS DN VODM N 


GTTTTTTGCAGCACAAACATGAATAATTGGCCACATGATAAACATGAGTGTAAACTAAATCTCGGTTCGTGGACTTATGATGGTTTCGAA 
V F C S T N MN N W P HD KOH E C K LN UGS WT ¥Y DGFE 


TTGGACTTTAAGAATTATACGAACCCCAATGACAGCATGAGTTTTGAGGATAAATATATGGCGAGTATGAAATATAAGGTGACCGATTTC 


Lp F K([N v vj N P[N p S]M SF EDKYMASM KYKVTODEF 


AGTGTGGAACGTGTAGCGACTGTCTACTCCTGTTGTGCCGAGCCATATATCGTTATGGAGTATCATCTAAGTTTTGAGCGACGCTGTGCC 
S V E R V A T V YS CC AE P Y I V ME Y HL SF ER RCA 
HEHE 
TTTGTTACCGTATTTCGGGCGCTGGGTTCAACGGTTATATTACTGTCAATGGTTACATTATGTTTTGAGACGAGTCATCATTCGAAAATA 
F V T V F R A L G 8 T V ILL S MV TLCFE TS HBS KOI 


TGTCTCAATGGTTTGAATTTGATCATAATAACGTTCGTTTTGCTATATTTTGCTCAAAATGTGGGTAAATTCGCGCGTACTACACCTTAC 
C L NG LN LI II TFVLILYFAQNVGKFA RTTPiIYXY 


ATTGTGAAATTCTTCAGCTGCAGCTACATTTTGGTTACATTCCAACAGCTTCTTACCGTCTTTTCAATATTCGCCACACATGCTTCGTAT 
IV K FF SC S ¥Y I LV TFOOLL TV F SS TFA THA SS IY 





CGCGGCAAACTACATCCCACTATATCTAACTTGCTCCGGCACTCATTTGTTTCTTATATCACACCAAAGAGGAAAATGCGTCT TGCTCAG 
R G KL OH P TI SNLLRHSFVSXYITPKRKMRLAI!JSO 


CCTGAAACTTGCGACGTGAACGCTCAATTTGAGGATGTGACATTGCAGGAATTTAGTAATTTGATATCTGCCGACGAAACACCTTATGAA 
P ET CODVN AQF EDV TL QE F S N LIS AD E T PY E 


TGGATGCAGTTGGCGAGCTTTATGGAGAGTTTTGCAGTTATTATATTTAGCATCATATATCTAATTTTAGCTACTGTTTGTTTCGTTTAA 
W MQL AS FM E SF AVIIIFSIIYLILA TVCFIYNV * 





CCAATGTCAATTTAGGTATTACATACATACATACATAAGTATGTATTTATCTATAAATTCAAATCATTAACTAGAGCACCTACCGGTTAA 
ATAAAAACGTTGAAATATGATATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 


l HK Bda) 基因 的 cDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 1 The cDNA and deduced amino acid sequences of Bda9 in Bactrocera dorsalis 
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半 胱 氨 酸 环 (Cys-loop) ; Loop C 中 的 nAChR a 亚 基 特有 的 两 个 相 邻 的 





下 中 垂直 箭头 所 指 为 推导 的 信号 肽 分 裂 位 点 ; 星 号 分 别 标示 起 始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TAA ;下划线 为 4 个 跨 膜 结构 域 ;下 划 虚 线 为 1 个 








I^ 胱 氨 酸 以 痒 霸 标 示 ; 氮 端 糖 基 化 位 点 用 方 框 标 示 。The predicated signal 





peptide cleavage site is marked with a vertical arrow. The start codon and the stop codon are marked with an asterisk, respectively. The positions of 4 


putative transmembrane domains are underlined. The Cys-loop domain is underlined with a dotted line. The cysteine doublet (characteristics of nAChR 


a subunits) is marked with ####. N-linked glycosylation sites are boxed. 





将 获得 的 氨基 酸 序列 在 NCBI 中 进行 比 对 分 析 
发 现 : 与 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti PX) EC ME Tic Pa 77 88 
We Ke RFE nAChR o9 亚 基 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 
27% , 26% , 23% 和 229% ; 5ER nAChR B3 及 
ZE gl 亚 基 具有 27% 和 24% 的 氨基 酸 序列 一 致 
性 ,但 氨基 酸 多 重 比 对 表明 其 Loop C. 的 序列 明显 不 
同 , 橘 小 实 晶 该 基因 编码 的 蛋白 具有 nAChR a 亚 基 
的 典型 特征 , 即 YXCC 基 序 , 而 在 黑 腹 果 蝇 B 亚 基 
中 却 不 存在 (图 2) , 故 将 其 命名 为 Bda9 (GenBank 
登录 号 : JQ178254 ) 。 

IAK Bda9 具有 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 a 亚 
基 的 典型 特征 (图 1, 图 2)。 拥 有 一 个 长 的 氮 端 胞 
外 结构 域 及 4 个 保守 的 玻 水 性 跨 膜 结构 域 ;N- 端 结 





























构 域 中 还 包含 与 配 体 结 合 相 关 的 3 个 环 状 结构 
(Loop A - C) 以 二 硫 键 相 连 的 两 个 半 胱 氨 酸 ,其 间 
有 13 个 氨基 酸 残 基 构 成 的 半 胱 氨 酸 环 ( Cys-loop) ; 
nAChR o 亚 基 特有 的 位 于 Loop C 中 的 两 个 相 邻 的 
半 胱 氨 酸 。 此 外 ,对 Bda9 和 蛋白质 序列 进行 预测 , 表 
明 其 存在 3 个 潜在 的 N- 糖 基 化 位 点 ,分 别 为 N105， 
N192 和 N197, 
2.2 Bdo0 的 系统 发 育 分 析 

将 Bdo9 基因 推导 的 氨基 酸 序列 与 GenBank 上 
已 登录 的 其 他 昆虫 ( 黑 腹 果 蝇 西方 蜜蜂 、 风 比 亚 按 
疏 和 家 不 ) 的 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 氨 基 酸 序列 进行 
比 对 ,并 利用 MEGA 6.0 中 的 邻接 法 构建 了 系统 发 
育 树 。 结 果 表 明 ,Bda9 亚 基 与 黑 腹 果 蝇 、 冈 比 亚 按 
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Bdog ^ -------- ER------ ClIKFASWSA-ESSFYLILFSIVITTESKFYSARVARQS luTNIÉv-BEHFDFRESDG 79 
Baag ^ -------- Gerscuavcgrvacrappassnsn ---------- KPSGSQNWID- IGleT-WwnHDIBEEKS 75 
Aga9 MAQTVGKYBCVALFV--[BVTVALGOVMAOSEG---------- AAVWAPÜWAD-T| TGUT-HrHWEINEIKS 81 
Ama9 ^ ------ ÜRIITALGFLFWONSASBENDNEFGFSYLLNC-KNYDHPÜ-TLIL TMOL- PKLEEFBBDWTS 87 
Bma9 --------| KLY--VGFBIILTIIFNM-NCNE-------- CPTEREQPFHDEA| WKVRFA-BKYBSFBSLEE 76 
DmB1 MESSCKSWLLCSILVLVAFSLVSABEDEE Rr cia FYOLENVNEKNO 72 
Bda9 173 
Aao9 ILS PTDFHSF| 169 
Aga9 [LES PTEYHAF| 175 
Amo9 VMELHS SCIMSSVKHVA| 182 
Bmo9 TFTLHS ITCSHLGRTGI| 172 
DmB1 VEKSNV| IPAIYOSS 165 
Bdag -ABPYIVI 266 
Aaad -EEPMVD 259 
Ago9 -TEPMID 264 
Amag PNDTWPM 273 
Bmo9 PNSTMPM 264 
Dmpi 257 
Bdo9 LCFETSHHSBSICENGENEBTETEV| EscBvilvrrFooWEEFSHFATHASYRGKLHPTHSNLERHSFVSYITPKRK 362 
Aao9 PPOCGEBSIVLNGIIAMITTHE YsTMFYVAISTMESMAIAMRMTRNKHCRA----fPRPLKGOLDGCLGSVEG 351 
Aga9 PLDAGESITNGILANMVTBY FSNMLINTAFSTMICUMIVENLSKAKHQOS----MPGLLK-RLAGCVGPFVG 355 
Amo9 LWDSRSTEBMIAASVNEMCHIIC| RDBLAMSVFALMMEHARLRKMOEMSIEVPY--WHSTTTSFVLNNRAGRFLI 367 
Bmo9 FLBDVKDSTEMFLVCFSLFGHFBE| LRDEMIMTLVGIMEBNRULEDLRERKLPPPT--WHISMNRLV-SNSPGKYVV 357 
Dmp1 PYMmPAEAGERQITLGISTLESL VGH LLEMEIMNTVSIMSENANIBNWNFRGPRTHRMPMYIRSÉFLHYLPAFLFMKR 353 

AAA 
Bda9 MRLAQPETCDVNAQFEDVTLOEFBNLISADETPYEMOLASFEESFAVIBFSEZYLHHATVCFV-------------------------------- 426 
Aaa 9 VGNTSQLDDEKETWGEE--------- VSVNSKORDIJCRLATDMDREAB-MVYLIVEWAS 1 1Y FTL-- ----------------------------- 406 
Agag VGKKHFSFSDKGNVALE- -------- SSVD---HEJISKFGLVIENRESE-V YCVIFMICAFY-SF------------------------------- 406 
Amo9 LTESDTKLSSQ-GEILGE-DVENNSEVSKSRTKESAQRHFAAIMEWLSEFMVIFTYIMILITLVPST------------------------------ 431 
Bma9 FTEFDPSNSAEEKVLTE-DV---TE-ERSRSSGSDIJIOFANIBNSVLECBBAFDEY FEICVYIPYD------------------------------ 418 
Dmp1 PRKTRLRWMMEMPGMSMPAHPHPSYGSPAELPKHISAIGGKOSKMEVMEMSDLHHPNCKINRKVNSGGELGLGDGCRRESESSDSILLSPEASKAT 449 
Bdag E 
Aang = 
Aga9 = 
Amag = 
Bmag - 
Dmp1 EAVEFIAEHLRNEDLYIQTREDWKYVAMVIDRLOLYIFFIVTTAGTVGILMDAPHIFEYVDQDRIIEIYRGK 521 

图 2 I Bda9 与 其 他 昆虫 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 o9. 亚 基 氨基 酸 序列 比较 

Fig. 2 Amino acid sequence alignment among Bda9 and nAChR o9 subunits from other insect species 
烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 o9. 亚 基 来 源 及 GenBank 登录 号 Origin of nAChR o9 subunits and their GenBank accession numbers; Aaa9 ; 埃及 伊 蚊 Aedes 








aegypti ( EAT41882) ; Aga9: 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae (AAU12513 ) ; Amo9 ; 西方 蜜蜂 Apis mellifera (AAY87896 ) ; Bmo9; ZÆ Bombyx 


mori ( ABV45523) ; Dmo9 ; WHR 








AY o9 亚 基 聚 为 一 支 (图 3) ,与 黑 腹 果 晶 B3 亚 
基 同 源 性 最 高 ,但 序列 分 析 表 明 , Bda9 具有 典型 
的 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 a 亚 基 的 特性 (图 1， 
图 2) 。 
2.3 Bdo9 在 橘 小 实 蝇 不 同 发 育 阶段 的 表达 模式 
采用 qPCR 法 ,对 橘 小 实 晶 不 同 发 育 时 期 的 
mRNA 表达 量 进行 了 测定 ,结果 表明 Bda) 基因 在 
卵 幼虫 、 肾 及 成 虫 期 均 有 表达 ,其 在 卵 .2 龄 幼虫 .3 
龄 幼虫 及 肾 中 的 表达 没有 显著 差异 ,但 在 成 虫 中 的 
表达 显著 高 于 卵 .2 龄 幼虫 .3 龄 幼虫 及 晴 ( 图 4: 
A), Bdo9 mRNA 在 成 虫 1 龄 幼虫 晴 、 卵 及 2 龄 幼 
虫 中 的 表达 量 分 别 是 3 龄 幼虫 期 的 9.0, 5.7, 3.3, 
1.53 和 1.48 倍 。 
2.4 Bdo9 在 橘 小 实 蝇 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 模式 
对 橘 小 实 蝇 成 虫 期 不 同 组 织 中 的 qPCR 检测 结 
表明 ,Bda9 mRNA 在 头 部 和 胸部 中 的 表达 量 显 
著 高 于 腹部 ,分 别 是 腹部 中 的 68.07 $15.57 倍 
(图 4: B), 
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iN, Drosophila melanogaster ( CAA27641) . 


3 讨论 





ER nAChR fy AS "ERI BS ic RUP — , TE E 
虫 抗 药性 的 形成 中 起 着 重要 作用 。 研 究 表明 ,多 种 
昆虫 在 杀 虫 剂 选择 压力 下 通过 乙酰 胆 碱 受 体 基 因 的 
点 突变 .删除 、 截 短 等 形式 产生 抗 性 ( Baxter et al., 
2010; Rinkevich et al., 2010; Bass et al., 2011) 。 同 
时 ,基因 的 下 调 也 参与 了 昆虫 对 杀 虫 剂 的 抗 性 。 例 
如 ,新 烟 碱 类 药剂 抗 性 家 蝇 品 系 的 Mda2 mRNA 的 
拷贝 数 要 比 敏感 品系 的 低 60% ,推测 这 可 能 是 其 六 
生 抗 性 的 原因 之 一 (Markussen and Kristensen, 
2010) ;通过 RNAi 抑制 褐飞虱 nAChR a8 亚 基 的 表达 
后 ,褐飞虱 对 吡虫啉 的 敏感 性 降低 (Zhang et al., 
2015) ,同样 ,抑制 马铃薯 甲虫 eund decemlineata 
nAChR al 亚 基 基因 (Ldal ) 的 表达 后 其 对 吡虫啉 和 
唆 虫 嗪 的 敏感 性 也 降低 (Qu et 2016) 昆虫 
nAChR 各 亚 基 基因 的 克隆 是 研究 昆虫 抗 药性 机 理 的 

































































11} XE E E: fA] NS nAChR o9 亚 基 基因 的 鉴定 及 其 时 空 表达 
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图 3 KNE Bda9 与 其 他 昆 4 
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CAA75688 Drosophila melanogaster Dma3 1 
AAU12505 Anopheles gambiae Aga3 
ABV45513 Bombyx mori Bma3 

AAY87891 Apis mellifera Ama3 

ABV45514 Bombyx mori Bma4 


CAB77445 Drosophila melanogaster Dma4 | 


AAY87893 Apis mellifera Ama4 
AAU12506 Anopheles gambiae Aga4 
AAM51823 Apis mellifera Ama8 
ABV45521 Bombyx mori Bma8 


AAF56304 Drosophila melanogaster DmB2 | 


AAU12512 Anopheles gambiae Aga8 J 
CAA30172 Drosophila melanogaster Dmat1 1 
AAU12503 Anopheles gambiae Aga1 
AAY87890 Apis mellifera Ama1 
ABV45511 Bombyx mori Bma1 
ABV45512 Bombyx mori Bma2 
AAS48080 Apis mellifera Ama2 


CAA36517 Drosophila melanogaster Dma2 | 


AAU12504 Anopheles gambiae Aga2 
AAY87897 Apis mellifera AmB1 


CAA27641 Drosophila melanogaster Dmß1 | 


AAU12514 Anopheles gambiae AgB1 
ABV45508 Bombyx mori BmB1 

AAU12509 Anopheles gambiae Aga6 
ABV45518 Bombyx mori Bma6 

AAM13392 Drosophila melanogaster Dma6 
AAY87895 Apis mellifera Ama6 

ABO26063 Drosophila melanogaster Dma7 
AAR92109 Apis mellifera Ama7 


AAM13390 Drosophila melanogaster Dma5 | 


AAU12508 Anopheles gambiae Aga5 
AAU12511 Anopheles gambiae Aga? 
ABV45520 Bombyx mori Bma7 
AAS75781 Apis mellifera Ama5 





ABV45516 Bombyx mori Bma5 


CAC48166 Drosophila melanogaster DmB3 
JQ178254 Bactrocera dorsalis Bda9e 
AAY87896 Apis mellifera AmaQ 

AAY87898 Apis mellifera AmB2 

ABV45523 Bombyx mori Bma9 

ABV45509 Bombyx mori BmB2 


AAU12513 Anopheles gambiae Aga9 | 


R 烟 碱 型 乙酰 胆 碱 受 体 a9 亚 基 系 统 发 育 分 析 ( 邻接 法 ) 
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Fig. 3 Phylogenetic analysis of Bda9 with nAChR a9 subunits from other insects based on amino acid sequence (neighbor-joining method) 


系统 发 育 树 用 MEGA 6.0 软件 中 的 邻接 法 构建 ,各 自分 支 上 的 数字 为 自 引导 值 (1 000 xg 








MEGA 6.0 with neighbor-joining method, and the bootstrap values were obtained from 1 000 replicates. 
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multiple comparison test, P «0.05). 
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Kd), The phylogenetic tree was constructed using 
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前 担 。 移 前 报道 中 , 仅 对 橘 小 实 晶 nAChR Bda6 和 
BdB3 的 克隆 进行 了 人 研究 ( Yang et al., 2012; 杨 文 佳 
Sp, 2012) ,而 其 他 在 橘 小 实 日 抗 药 性 形成 中 可 能 

着 重要 作用 的 亚 基 仍 未 见报 道 。 因 此 ,克隆 橘 小 实 

















而 马铃薯 甲 虫 Ldo9 则 在 是 期 表达 量 最 高 ( 李 晨 歌 
等 , 2014) 。 本 研究 发 现 橘 小 实 晶 Bdo9 在 不 同 发 育 
阶段 均 有 表达 ,成虫 期 的 表达 量 显著 高 于 卵 、2 龄 幼 
虫 .3 龄 幼虫 及 晴 期 ,在 3 龄 幼虫 期 表达 量 最 低 , 这 








ka Bdo9 为 进一步 研究 其 在 药剂 敏感 性 中 的 作用 黄 
定 了 基础 。 

对 获得 的 橘 小 实 晶 Bda9 cDNA 全 长 序列 的 同 
源 性 分 析 结 果 表 明 ,虽然 其 与 黑 腹 果 晶 DmB3 的 亲 
缘 关 系 更 近 , 但 Bda9 的 编码 蛋白 具有 nAChR a 亚 
基 的 典型 特征 ,因此 ,即使 Bda9 与 黑 腹 果 晶 DmB3 
氨基 酸 序列 一 致 性 最 高 ,但 仍 可 确定 为 a WHE, 258 
似 的 情况 在 其 他 昆虫 中 也 有 报道 ,如 冈比亚 按 蚊 
Agama9 为 果 蝇 非 o 亚 基 DB3 的 直系 同 源 基 
(Jones et al., 2005) 。 对 橘 小 实 晶 Bda9 AARLE 
比 对 时 发 现 第 2 跨 膜 区 (TM2 ) 上 游 处 缺少 GEK 基 
序 ,而 这 一 基 序 被 证 实 可 能 与 离子 的 渗透 和 离子 的 
选择 有 关 (Jensen et al., 2005), TE — fL l& Chilo 
suppressalis nAChR Csa9 , 9E f£ nAChR Ama9 Ae d 
nAChR Bma9 中 也 发 现 有 相同 的 情况 ( Jones et al., 
2006; Shao et al., 2007; Xu et al., 2016) , 

不 同 种 昆虫 之 间或 昆虫 与 脊椎 动物 之 间 
nAChR o9 亚 基 的 氨基 酸 序列 相似 性 均 比 较 低 ,如 
从 冈比亚 按 蚊 基 因 组 中 鉴定 出 的 10 个 nAChR 亚 基 
中 , 除 Agama9 亚 基 外 ,其 他 亚 基 与 果 晶 或 疹 椎 动物 
相应 nAChR 亚 基 均 有 较 高 的 相似 性 ,Agama9 亚 基 
与 其 他 昆虫 的 nAChR 亚 基 相似 性 较 低 , 而 与 脊椎 动 
物 所 有 nAChR 亚 基 大 约 只 有 20% 的 核 昔 酸 序 列 一 
致 性 (Jones et al., 2005) ; 马铃薯 甲虫 nAChR a9 W. 
基 (Lda9 ) SARA HE nAChR 09 亚 基 和 氨基酸 序列 
一 致 性 最 高 , 达 47% , GRAF nAChR o9 亚 基 的 氨基 
酸 序列 一 致 性 为 32%( 李 晨 歌 等 ,2014 ) 。 在 
nAChR B 亚 基 中 也 发 现 有 这 种 现象 ,如 二 化 旦 的 








































































































体 
的 功能 还 有 待 于 进一步 的 研究 。 由 此 可 见 , nAChR 
o9 亚 基 基 因 不仅 在 不 同 昆虫 的 不 同 发 育 阶段 表达 
模式 存在 差异 ,而 且 在 同 种 昆虫 的 不 同 发 育 阶 段 的 
表达 谱 也 存在 显著 差异 。 

nAChR a9 亚 基 基因 在 同 种 昆虫 不 同 组 织 中 的 
表达 也 存在 差异 。 如 马铃薯 甲 虫 Lda9 在 成 虫 头 部 
及 胸部 中 的 表达 水 平 较 高 ,腹部 中 的 表达 量 最 低 
(Qu et al., 2016) ; MERIR Cpa9 在 幼虫 和 师 的 
头 部 及 体 驱 中 均 有 表达 (Martin and Garczynski, 
2016) 。 本 研究 发 现 ,Bda9 在 橘 小 实 晶 成 虫 头 部 和 
胸部 中 的 表达 量 显 车 高 于 腹部 , 头 部 中 的 表达 量 最 
高 ,腹部 中 的 表达 量 最 低 。 上 述 研究 均 显 示 nAChR 
o9 亚 基 基因 在 头 部 高 表达 ,可 能 与 MACHR 在 中 枢 
神经 系统 起 重要 作用 相关 。 但 也 有 不 同 的 报道 ,如 
二 化 坚 的 Csa9 在 脂肪 体 中 的 表达 量 最 高 ,而 在 中 枢 
神经 系统 中 的 表达 量 最 低 ( Xu et al., 2016) ;对 于 苹 
RIR DUE HC t R RS PC np rU S] T Cpa9 的 表 
iA, 而 在 成 虫 的 头 部 并 没有 检测 到 (Martin and 
Garczynski，2016 ) 。 对 于 昆虫 nAChR o9 亚 基 基因 
表达 模式 的 多 样 性 还 需要 进一步 的 研究 。 

以 往 对 昆虫 nAChR 多 个 亚 基 的 功能 研究 ,大 多 
集中 在 由 靶 标 位 点 变化 导致 的 杀 虫 剂 结合 能 力 的 降 
低 上 。 最 近 关 于 nAChR 不 同 亚 基 基因 表达 量变 化 
与 昆虫 抗 药 性 的 关系 日 益 受 到 关注 (Rinkevich and 
Scott, 2013; Zhang et al., 2015; Qu et al., 2016), 
随 着 基因 沉默 及 基因 编辑 技术 的 发 展 ,针对 不 同 昆 
虫 中 nAChR a9 亚 基 氮 基 酸 相似 度 低 、 表 达 情 况 复 























































































































CsB2 和 CsB3 与 同 目 昆虫 家 和 蛋 的 直系 同 源 基因 编码 
蛋白 氨基 酸 序列 一 致 性 分 别 为 29% 和 33% (Xu et 
al., 2016) 。 本 研究 发 现 , 橘 小 实 晶 Bda9 与 其 他 昆 
H a9 亚 基 的 氮 基 酸 序列 一 致 性 均 较 低 , 仅 在 2096 
左右 。 以 上 研究 结果 表明 这 些 亚 基 在 不 同 种 之 间 保 
守 性 较 差 。 因 此 ,可 以 推 想 这 些 亚 基 可 能 在 不 同 昆 
虫 中 发 挥 着 不 同 的 作用 ,为 此 可 利用 这 一 特性 来 开 
发 具有 种 选择 性 的 杀 虫 剂 。 

研究 发 现 nAChR 基因 在 昆虫 不 同 发 育 阶 段 的 
表达 存在 一 定 的 差异 。 如 二 化 蜡 的 Csa9 在 其 卵 期 
表达 量 最 高 ,1 -5 龄 幼虫 发 育 过 程 中 表达 量 持续 降 
低 , 从 肾 期 到 成 虫 期 又 逐渐 升 高 (Xu et al., 2016) 。 
























































杂 等 情况 ,可 进一步 借助 RNAi 和 CRISPR/Cas9 等 
技术 研究 明确 其 功能 ,为 将 来 选择 性 杀 虫 剂 的 开发 
和 研制 提供 理论 基础 ,同时 为 害虫 的 田间 抗 性 治理 
提供 参考 。 
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